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ウイルスが急性胃腸炎の原因物質であることが明らかになったのは、1970年代に
なって、電子顕微鏡で図１に示すようなウイルスが観察されるようになってからで
ある１）。ウイルス性急性胃腸炎の主な原因ウイルスとしては、ノロウイルス、ロタ
ウイルス、腸管アデノウイルス、アストロウイルス、エンテロウイルスなどがある。
このうち最も発生頻度が高い原因ウイルスであるノロウイルス（Norovirus、以下
NV と略す）は、RNA ウイルスで Calicivirus 科 Norovirus 属に分類され（表１）、
しばしば食品や飲料水を介して大規模な集団食中毒を引き起こす２，３，４)。NV によ
る急性胃腸炎の主な症状は、吐き気・嘔吐・腹痛・下痢・発熱などである。NVは細
菌と異なり食品の中で増殖することはないが，ヒトの空腸上皮細胞に感染して増殖
し，上皮細胞を破壊して糞便と共に生活環境中に排出され，水や食品を汚染すると
いう循環が成立している．また，NVは感染力が強くヒト→ヒトへの感染が容易に起
きる。従来、原因不明とされてきた食中毒の中に NV によるものがかなりの割合を
占めると推定されていたが、1997年、食品衛生法の一部改正によって NVが食中毒
の原因物質とされ、ウイルス検査が細菌検査と併せて行われるようになった結果、
2001年以降、NVは食中毒患者数の約 30%を占め、原因物質として第一位であるこ
とが明らかになってきた５）。 
 
ノロウイルス
アストロウイルス
ロタウイルス
アデノウイルス
 
図１ 急性胃腸炎を起こすウイルスの電子顕微鏡写真像 
 
アメリカ CDC の報告６）によるとアメリカでは NV による感染者数は年間 2,300
万人で、 10 人に一人が罹患する病気として早くから認識され、予防対策が講じら
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れてきた。さらに、NVによる死亡者数は年間約 300 人いるとされている。 日本で
は 2004年まで NVによる死亡例の報告はなかったが、2004年 12月に高齢者施設で
死者が発生し、以来、同様施設での集団発生が相次ぎ、大きな社会問題となってい
る。NVは予後は良好であるが、激しい嘔吐と下痢を呈するので、特に幼児や高齢者
などで脱水症状を引き起こし重篤な状態に陥る危険性があり十分な注意が必要であ
る。 
 
表１ ウイルスの分類 
科 Family 属 Genus 種 Species 
ノロウイルス 
Norovirus 
ノーウォークウイルス 
Norwalk Virus 
サポウイルス 
Sapovirus 
サッポロウイルス 
Sapporo virus 
ラゴウイルス 
Lagovirus 
ウサギ出血病ウイルス 
Rabbit hemorrhagic 
disease virus 
カリシウイルス 
Caliciviridae 
べジウイルス 
Vesivirus 
豚水疱疹ウイルス 
Vesicular exanthema of 
swine virus 
ネコカリシウイルス 
Feline calicivirus 
アストロウイルス 
Astroviridae 
アストロウイルス 
Astorovirus 
ヒトアストロウイルス 
Human astrovirus 
 
 NVは患者数が非常に多いが、2,3日で軽快するなどの理由から、医療機関で実際
の患者数や感染状況の把握が十分にできていない。また、他のウイルスと異なり培
養細胞で増殖できないことから、検査法の開発が遅れていた。1990 年, NV のプロ
トタイプであるノーウォークウイルスの全塩基配列が報告７）されたことにより, NV
の遺伝子検査による検出が可能となった。そこで、本研究では、NVの遺伝子検査結
果を基に、わが国における NV による急性胃腸炎の発生状況を明らかにすることを
目的とした。 
 NV の遺伝子はゲノム長 7.3～8.3kb の一本鎖のプラス鎖 RNA で、３つの open 
reading frame(ORF) が存在している（図２）８）。NV遺伝子の特徴に、高い多様性
がある。現在、NV遺伝子は大きく２つのゲノムタイプ（G１群と G２群）に分類さ
れ、G1 群は 14、G2 群は 17 のサブタイプが存在している９）。諸外国や国内各地域
から数多くの NV遺伝子が報告１１，１２，１３）され, 中にはサブタイプに分類できない
株も多く存在している。このように次から次へと新しい塩基配列やサブタイプが出
現することは、NV遺伝子検査や感染予防対策上の大きな問題点となる。NVの遺伝
子検査のRT-PCRやリアルタイムPCRには塩基配列がよく保存されている領域を選
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ぶが、プライマーと異なる塩基配列の場合は PCR反応が進まず、検査結果は偽陰性
となる。また、最近、抗体を用いた NVの簡便な検査法として ELISA法の開発が試
みられているが、現在の ELISA法は NVの高い多様性のために、検出率が低いのが
現状である１４，１５，１６）。このことは、抗ウイルス薬の設計・開発にも同様に障害と
なる。RNA ウイルスの遺伝子検査を進めるにあたっては、ウイルスの変異がどのく
らいであるか、多様性がどのくらいであるかを把握し、感染力や病原性を見極める
ことが非常に重要となる。 
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図２ ノロウイルスとアストロウイルスのゲノム構造８） 
 
 NV のような RNA ウイルスは一般的に高い多様性を示す。これは、RNA ウイル
スが宿主の抵抗や環境の圧力に対抗して、機能を維持するための戦略と考えられて
いる１７ ）。RNA ウイルスの多様性の起源として、①  mutation (変異 )、② 
recombination （組換え) の２つのウイルス進化のメカニズムが提唱されている。
mutation (変異)は、RNA 依存性 RNAポリメラーゼが誤塩基修復機能を示さないた
めに生じ、recombination (組換え) はウイルス増殖機構において、copy-choiceメカ
ニズムで起きるとされる。NV の多様な遺伝子型の起源に関してもこの 2 つのメカ
ニズムがかかわる可能性が示唆され始めてきた。Jiang は ORF1-ORF2 接合部に起
こる遺伝子組換えのメカニズムを提案した１８）。また、NV の組換えは ORF 2 の
capsid 領域でも起きることが報告１９）されており、P1A と P2 領域の間で、あるい
は P2 領域内に組換えサイトがある。これらの推定上の組換えサイトは、GC（グア
ニン・シトシン）と AU（アデニン・ウラシル）に富んだ配列を近傍に持ち、この領
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域の RNAの 2次構造は組換えを起きやすい構造をとるという共通の特徴を示す２０，
２１，２２）。Gallimore らは無症状者の NVの小さな変異を報告している２３）。さらに、
最近、Nilson らは、慢性のウイルス性胃腸炎を繰り返している、免疫不全症患者の
糞便中に NV遺伝子を検出し、capsidの S 領域、P1領域、P2領域などの領域にア
ミノ酸変異が蓄積していることを報告している２４）。これは宿主免疫の選択圧力によ
って起きた NV 遺伝子の変異と考えられる。 
1999 年に、航海中の測量船内で NV と アストロウイルスの混合感染による胃腸
炎の集団発生が起き、厳密な閉鎖空間という特殊な状況は、 in vitroに近い条件を
形成していた可能性が考えられた。そこで、この事例を研究対象として選び、細胞
培養が確立されていないため実験室での解析が困難な NV 遺伝子の変異メカニズム
を検討した。また、同時に検出されたアストロウイルス遺伝子について塩基配列と
発病パターンから病原性およびアストロウイルスの存在様式についても検討した。 
アストロウイルス（Astrovirus、 以下 ASVと略す）は、NVと同じ RNAウイル
スで Astrovirus科 Astrovirus属に分類されるウイルスである(表１)。ASVは、培養
細胞で増殖可能であることから、検出法として ELISA 法が早期に開発されており、
小児の胃腸炎で多く検出されている２５、２６，２７）。その感染症の主な臨床症状は下痢
および嘔吐で、一般に NVよりも胃腸炎症状が軽く２８，２９）、重症化するのは免疫機
能が低下している患者であると考えられており、流行状況や病原性に関する報告は
少ない。また、ASV の抗体保有率の調査で 100％の人が抗体を持っているという報
告３０、３１）があり、ASV が広く環境中に蔓延していることを示すとともに、病原体
として機能しない可能性も考えられる。しかし、1991年に 5000人規模の ASV６型
による集団食中毒が大阪で発生したことが報告されている３２）。ASV の病原性を明
らかにすることは、ウイルスによる胃腸炎の原因を明らかにする上で重要である。
NV 遺伝子が検出された急性胃腸炎集団事例において、ASV が同時に検出される頻
度を把握することで、ASVと NVの病原性を比較検討した。 
ウイルス検査は、遺伝子検査法の導入で飛躍的に向上したが，ウイルス感染症の
実態については不明の部分が多いままである。特に RNAウイルスは遺伝子の変異が
早いことから、感染を把握することが困難である。本研究では、重要な社会問題と
なっている NVによる急性胃腸炎と、臨床症状が NV に比べて軽微なために流行状
況が把握できていない ASV による胃腸炎について、感染像を分子疫学的に検討し、
変異と組換えメカニズムにより高い多様性を示す RNA ウイルスの増殖機構を明ら
かにしたいと考えた。これらの知見は、検査法の開発やワクチンなどの開発、さら
に、今後、出現が予測される未知の新ウイルス感染症の診断にも有用な情報を提供
するものと考える。 
 
 7
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本 論 
 
 
 
 
 
 
 8
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 1章  
 
ノロウイルスによる急性胃腸炎の分子疫学 
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第１節 ノロウイルスによる急性胃腸炎の現状 
 
ノロウイルス（以下 NV と略す）は感染性胃腸炎の主要な病因物質であるが、簡
易な検査法がないこと、および患者数が非常に多いことの主な２つの理由から、NV
感染症の流行実態は未だに明らかになっていない。Meadらは、臨床診断基準に基づ
いた患者報告数に人口統計、入院者数などの各種統計資料を用いて、アメリカ合衆
国の成人が年間どのくらい NV 感染症の患者数を推定している６)。これによると年
間 2,300 万人が NV 感染症に罹患しているものと試算され(表２)、この中で 920 万
人が食品媒介による感染者で、NV による死亡者数が年間約 300 人いるとされてい
る。この報告は RT-PCR 法による NV 検査が普及していない 1998 年に発表された
もので、同国の NV感染者の推定数は過大評価されている可能性もあるが、NVによ
る胃腸炎患者報告数は人口の 10％近くに達し、 NV 感染症は 合衆国においては
「common disease」、すなわち日常ありふれた病気として一般的に認識されている。
アメリカ合衆国疾病対策センター（CDC）は、これらの試算値を用いて NV 感染の
制御に関する勧告３３）を行っており、NV感染による健康被害を重要視している姿勢
がうかがえる。 
 
表２ アメリカ合衆国における食品媒介感染症患者の疫学的推定値６） 
 
 
 推定患者数 食品媒介による患者数 
 （人） （人） 
ノロウイルス 23,000,000 9,200,000 
ロタウイルス 3,900,000 39,000 
アストロウイルス 3,900,000 39,000 
A型肝炎 83,391 4,170 
細菌 5,204,934 4,175,565 
原虫 2,541,316 357,190 
 
 
 一方、日本ではNV による感染症の現況把握は「食品衛生行政」と「感染症発生
動向調査の病原体検索」との両面から行われている。2004年の食中毒統計によると、
病因物質別食中毒事件数では NV は 277 事件でカンピロバクターに次いで第２位、
患者数では 12,537名と全体の 45％を占め第１位となっている３４）。食品衛生法が改
正され NVが食中毒統計に追加され、細菌性食中毒が減少した 2001年以降、NVに
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よる食中毒発生件数と患者数は共に増加し続けている。 
しかし、食中毒統計は食品衛生法に基づく保健所長への届け出をもとに作成され
るが、NV検査ができる検査室は限定されており、感染症法に基づき行政的に報告さ
れる数は各自治体の検査能力により差がある場合があり、報告基準も一律ではない
ので、NVによる実際の患者数を表わしているとは言えず、実際の NV感染者数は食
中毒患者をはるかに上回るものと推定される。2004 / 05年に、高齢者施設で死者が
発生し、NV による感染症は大きな社会問題となったが、NVによる急性胃腸炎の現
状がどのくらいであるかを患者数実数で把握しておく必要がある。本研究では NV
による急性胃腸炎の実際の患者数について、東京都感染症発生動向調査結果、全国
患者調査東京都集計結果報告（厚生労働省）などの各種統計から推計を試みた。 
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図３ 感染症胃腸炎発生動向３５）（定点病院報告患者数） 
 
 
[結果] 
 
（１） 東京の NV感染者数： 2000年の東京都感染症発生動向調査結果３５）による
と、定点医療機関からの感染性胃腸炎の週別患者発生推移は図３のとおりである。
2000年の感染性胃腸炎の報告数は 31,639人で、流行のピークは第 51週の 1,673人
であった。図４は 2000年第 40週（10月）から 2001年第 11週（3月）まで、当研
究科の検査数および NV 陽性者数と、発生動向調査の感染性胃腸炎患者報告数の週
別推移を重ねたものである。感染性胃腸炎の年間の患者数はピークが晩秋から冬季
を通じ春季にかかるパターンを描くが、図４に示すように当研究科における NV 検
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査結果も同様のパターンを示していた。ただし、年始年末期の患者報告数の減少は
事務処理の停止にともなうものである。 
NV による急性胃腸炎は他の食中毒原因物質によるものと比べて症状が重いこと
から患者が受診する割合が高いと考えられるので、急性胃腸炎の受診者数は NV 感
染者数に近いと考えることが出来る。また、感染性胃腸炎のもうひとつの主要疾患
であるロタウイルス感染症は、小児に多い下痢性疾患であるが、発生動向調査の感
染性胃腸炎の年齢別患者数を見ると 1歳未満 5.6%、１～2歳 10.1%、合計 15.7%と
小児の割合は低い。 
 一方、厚生労働省が 5年に一度実施している全国患者情報の東京都版である「1999
年患者調査 東京都集計結果報告」３６)によると、腸管感染症の患者数は 1 日 3,400
人（基準日は 1999年 10月 19日～21日までの指定した 1日）で、1999年感染症発
生動向調査における 10月第 42週（10月 17日～23日）の感染性胃腸炎の患者数は
一日あたり約 65人であった。したがって感染症発生動向調査の患者数から腸管感染
症患者総数を推定するためには、基準日において「3,400 ÷ 65 = 52」、すなわち「52
倍」という補正値を掛ければよいことになる。 
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図４ 感染性胃腸炎患者数と食中毒疑い患者数 
 
以上を用いると、2000年のピークである第 51週の患者数は「1,673人」であり、
ロタウイルスなどによると推定される分「15.7%」を差し引き、定点病院の患者数の
補正値「52倍」を掛けて計算すると、「1,673 × 0.843 × 52 = 73,337」となり、
第 51 週の NV感染症患者数の推定実数は約 73,000 人となる。これはピーク週であ
った 2000年第 51週には、都民約 160人に 1人がNV感染症患者だったことになり、
NV による潜在的健康被害は前述の食中毒統計に比べてかなり大きいものであるこ
とが推定された。 
 12
 
 
表３ 全国定点医療機関からの感染症胃腸炎患者報告数と推定病原体別患者数 
 
月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 
定点報告患者数 134,586 126,116 97,248 72,659 54,640 39,763 32,852
病原体定点検出数               
ノロウイルス 86 74 16 8 10 12 5
ロタウイルス 54 92 54 48 27 7 4
その他ウイルス 29 14 10 12 13 15 13
細菌 28 14 15 12 27 14 38
推定病原体別患者
数               
ノロウイルス 58751 48106 16379 7266 7096 9941 2738 
ロタウイルス 36890 59808 55278 43595 19159 5799 2190 
その他ウイルス 19811 9101 10237 10899 9225 12426 7118 
細菌 19128 9101 15355 10899 19159 11598 20806 
        
月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 合計 
定点報告患者数 32,852 20,393 22,526 33,187 83,024 161,880 878,868
病原体定点検出数             
  
ノロウイルス 5 1 1 26 57 130 426
ロタウイルス 4 0 0 1 4 5 296
その他ウイルス 13 20 5 24 30 16 201
細菌 38 23 24 16 9 7 250
推定病原体別患者
数               
ノロウイルス 2738 463 751 12879 47324 133192 344885 
ロタウイルス 2190 0 0 495 3321 5123 231658 
その他ウイルス 7118 9270 3754 11888 24907 16393 145029 
細菌 20806 10660 18021 7925 7472 7172 157296 
(2001年) 
 
（２） 全国の NV感染者数  
2001年の全国感染症発生動向調査結果によると、定点医療機関からの感染性胃腸炎
の月別患者発生と病原体検索定点からの月別検査結果は表３のとおりである。報告
患者数の病原体別患者数を推定するため、月ごとに検出病原体の比率を求め報告患
者数に適用して計算した。2001年の感染症発生動向調査事業における感染性胃腸炎
 13
の報告数は 874,241人、定点当たり報告数は 289.58人であり、感染性胃腸炎患者報
告数の約 87.4万人のうち NV が 34.9万人、ロタウイルスが 23.3万人、その他のウ
イルスが 14.9 万人、細菌が 14.7 万人と推計された。全国における定点病院報告数
と患者総数の比率を前節で求めた補正値で適用して計算すると、日本における NV
による患者数は年間 1,800万人となると推計された。 
 
 
[考察] 
 
急性胃腸炎は、バクテリア、ウイルスおよび寄生虫を含む、多くの異なる因子に
よって引き起こされる。胃腸炎に関連した死亡は、開発途上国で毎年 3.5～500万人
と推測され、子供は約 200万人が下痢で死亡しているとされる３７）。NVは急性胃腸
炎の主要な病因物質であり、NVによる感染症の発生は増加を続けている。NVによ
る急性胃腸炎は激しい嘔吐と下痢を呈するので、幼児や高齢者などで脱水症状を引
き起こし重篤な状態に陥る危険性がある。Meadらは、アメリカ合衆国で年間 2,300
万人が NV 感染症に罹患しているものと試算し(表２)、この中で 920 万人が食品媒
介による感染者で、死亡者数は年間約 300 人いるとされている６)。日本では NVに
よる死亡例の報告は 2004年以前までなかったが、2004年 12月に広島県の高齢者施
設で NV による急性胃腸炎の集団発生で死亡者が 7 名発生したことを発端として、
2005 年 3 月までに 8 都道府県で 15 名の死亡者数を記録し、NV による感染症は大
きな社会問題となった。 
厚生労働省では、1997年から NVによる食中毒については小型球形ウイルス食
中毒として集計してきたが、2003年８月２９日に食品衛生法施行規則を改正し、現
在は NV食中毒として統一し、集計している。一方、感染症法では、NVによる感染
症は５類感染症に位置づけられた「感染性胃腸炎」の一部として対応し、患者数の
把握については、感染症発生動向調査に参加する全国の定点（約 3,000 カ所の小児
科の病院または診療所）から報告を求め、これ感染症発生動向調査に基づいて統計
値の情報提供がされている。NVの検出状況は、食中毒統計とは別に、地方衛生研究
所から国立感染症研究所・感染症情報センターに「集団発生病原体票」が報告され
ている。  
急性胃腸炎を引き起こすウイルスは、ロタウイルス、腸管アデノウイルス、そし
て NVなどがあるため、厚生労働省が把握する感染症発生動向調査においては、NV
の感染者はこれらのウイルスおよび細菌による胃腸炎患者を含めた「感染性胃腸炎
患者数」で計上されているので、NV自体の患者実数は明らかでない。また、この報
告数は「感染症発生動向調査」に基づく全国約 3,000 の小児科医療機関からの報告
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によるもので、すべての患者数を把握するものではない。 
近年、NVによる食中毒の報告数や感染性胃腸炎の患者数が急増し、2004 / 05
年に死亡者が発生し、あたかも新しいウイルスによる重篤な感染症が蔓延したかの
ような誤解が一部で生じたが、NV食中毒自体の増加のほか、検査法や報告体制の改
善、NVに対する知識の浸透による報告割合の向上が増加の要因となっている可能性
が高く、感染症の実態を正しく把握することは必要である。今回の研究では、東京
都内の定点医療機関から報告された感染性胃腸炎の患者数と、全国患者調査東京都
集計結果報告から、2000 年のピーク時の東京都内の患者推定数は約 73､000 人と推
計した。また、同様の計算法を用いて、全国の推定患者数は年間 1､800 万人と推計
した。厚生労働省の調査研究班の推計によると、感染性胃腸炎の推計患者数は約 900
万人と報告３８)されており、本研究ではそれを上回る数となった。この違いについて
は明らかでないが、東京都において、ピーク週であった 2000年第 51週の NV感染
症患者数の推定実数が約 73,000人となり、 都民約 160人に 1人が NV感染症患者
だったという推計値は、限定された地域の推計であるので誤差は小さいと考えられ
る。このように NV による潜在的健康被害は食中毒統計に比べてかなり大きいもの
であり、NVによる健康被害が膨大であることが明らかになった。この推計値は、今
後のウイルス感染症の予防対策を講じる上で重要な資料となると考えられる。 
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第２節 ノロウイルスの分子疫学的解析 
 
ノロウイルス（以下 NV）は、嘔吐あるいは下痢を主訴とする急性胃腸炎の代表的
な起因ウイルスであり、1997年 5月に食品衛生法の食中毒の病因物質として新たに
認定された。2003 年の食中毒発生状況３９）によると、NV による食中毒は、事件数
では、総事件数 1.585 件のうち 278 件（17.5％）、患者数では総患者数 29,355 名の
うち 10,603名（36.1％）となり、病因物質別にみると、カンピロバクター・ジェジ
ュニ／コリ（491件）、サルモネラ属菌（350件）に次いで発生件数が多く、患者数
では第１位となっている。  
NV遺伝子の特徴の一つに多様性がある。ウイルス検査に分子遺伝学的診断法が導
入されて以来、NVの遺伝子検査が世界各地で行われるようになり、NVに関する多
くの遺伝子情報が集積されてきている。現在までに 600 以上の配列が GenBank に
登録され、アミノ酸変異が４５％以上の変異で、大きく G1 群と G2 群の 2 つの群
に分類されている９ )。さらに、アミノ酸変異が 20％以上の変異で分類すると、G1
群は 14以上、G2群は 17以上のサブタイプに分類される(図５)。このように、次か
ら次へと新しい塩基配列やサブタイプが出現することは、NV遺伝子検査の大きな問
題点となる。すなわち、PCR反応には配列がよく保存されている領域を選ぶが、プ
ライマーと異なる塩基配列の場合は PCR反応が進まず陰性や低い結果となる。また、
抗ウイルス薬の設計・開発にも障害となっている。RNA ウイルスの遺伝子検査を進
めるにあたっては、ウイルスの変異と多様性を検討することが重要で、この点に着
目して研究を行った。1999 年 12 月から 2000 年 3 月のシーズンは NV による大規
模集団発生が頻発し、インフルエンザの大流行のように新型 NV が出現して大流行
となったのではないかと推測された。そこで、この時期を研究対象として選び、NV
遺伝子の多様性と感染力や病原性との関連について研究を進めた。 
東京都においては 1997年から NV遺伝子検査を導入し、これまでにドットブロ
ット・ハイブリダイゼーション法による NV遺伝子のゲノム分類（G1群と G2群）
を報告してきた４０)。今回、1999 年 5 月から 2000 年 4 月に NV が検出された胃腸
炎集団発生事例の中から発生状況等の疫学情報が得られた 61事例について、検出さ
れた NV遺伝子の解析を行い NV遺伝子のサブタイプを明らかにするとともに、種々
の発生要因との関連性について検討を行い、流行状況、すなわち、特定あるいは新
型の NV があるのか、サブタイプにより感染力や病原性に違いがあるかについて解
析した。  
 
[結果] 
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     GI/1 M87661 Norwalk/68/US 
     GI/2 L07418 Southampton/91/UK 
     GI/3 U04469 Desert Shield 395/US 
     GI/4 AB042808 Chiba 407/87/JP 
     GI/5 AJ277614 Musgrove/89/UK 
     GI/6 AF093797 BS5/98/GE  
    GI/7 AJ277609 Winchester/94/UK 
   
Genogroup 
Ⅰ  GI/8 AB081723 WU/00/JP  
     GI/9 AB039774 SaitamaSzU/99/JP 
     GI/10 AF538679 Boxer/01/US 
     GI/11 AB058547 SaitamaKU8/99/JP 
ノロウイルス[属]    GI/12 AB058525 SaitamaKU19a/01/JP 
     GI/13 AB112132 SaitamaT35a/01/JP 
     GI/14 AB112100 SaitamaT25/01/JP 
       
ノーウォークウイルス[種] 
   GII/1 U07611 Hawaii/71/US  
     GII/2 X81879 Melksham/89/UK 
     GII/3 AB067542 SaitamaU201/98/JP 
     GII/4 X76716 Bristol/93/UK  
     GII/5 AJ277607 Hillingdon/90/UK 
     GII/6 AB039776 SaitamaU3/97/JP 
     GII/7 AJ277608 Leeds/90/UK 
     GII/8 AB067543 SaitamaU25/98/JP 
    GII/9 AY054299 IdahoFalls/378/96/US 
   
Genogroup 
Ⅱ  GII/10 AY237415 Mc 37/99/Thai  
     GII/11 AB112221 SaitamaT29/01/JP 
     GII/12 AB039775 SaitamaU1/97/JP 
     GII/13 AY130761M7/99/US  
     GII/14 AB078334 Kashiwa 47/00/JP 
     GII/15 AB058582 SaitamaKU80a/99/JP 
     GII/16 AB112260 SaitamaT53/02/JP 
     GII/17 AF195847 Alphatron/98/NE 
 
図５ ノロウイルスの系統樹９） 
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(1)  ノロウイルスによる集団発生事例の発生状況 
1999 年 4 月～2002 年 3 月の３年間の集団事例を調査対象として、陽性率を見る
と、発症者では 48％であった（表４）。非発症者群からも 20%の検出率で NV が検
出された。すなわち、不顕性感染者が 5 人に 1 人の割合で存在することが、研究の
結果明らかになった。また、NVの感染経路のひとつに、調理従事者が食材を汚染し
て大規模な集団発生を引き起こす場合があるが、集団発生事例に関わった無症状の
調理従事者群の NVの検出率は９％であった。これらの結果は、不顕性感染者が NV
の感染拡大に関わる可能性を示唆するものである。 
 
 
表４ 集団発生の対象群別陽性率 
 
 対象群   陽性率(%) 
 発病者群   48.1  
 非発病者群   20.5  
 症状不明者群   25.4  
 食品従事者群   9.2  
 職員等   6.0  
調査対象：1999 年 4 月～2002 年 3
月に東京都内で発生した集団事例由
来の 7,589人 
 
 
(2) ノロウイルスの排出期間 
無症状で、NV が検出された調理従事者
の NV の排出期間を、TaqMan プローブを
用いたリアルタイム PCR 定量法で測定し
た。図６に示すように集団事例発生 4 日後
に糞便 1ｇあたりの NV遺伝子量は 10８、 7
日後に 10５、 12 日後に 10４、 25 日後に
おいても 103コピーと徐々に減少している
ものの、長期間にわたって NV 排出が認め
られた。NV による胃腸炎症状は 2,3 日で
軽快することから、検査も一回限りとなる
場合が多く、NV の排出期間については不
明で、この例のように、長期間にわたる排
出を定量したことは、NV による感染症の
予防対策上、重要な知見となった。
4日後 7日後
12日後
サイクル数
?
?
?
? 25日後
Real-time PCR法による定量
 
図６ 不顕性感染者（無症状の調理従事者）のノロウイルスの長期間排出 
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表５ 集団発生事例に検出されたノロウイルス遺伝子のサブタイプ 
事例 ID 番号 発生月 発症率(発症者/喫食者） 発生場所　 発生原因 サブタイプ
99MAR05 5 8/22 幼稚園 不明 GⅡ/ 3
99JUL10 7 8/34 小学校 不明 GⅡ/ 3
99OCT04 10 26/37 レストラン 不明 GⅡ/ 5
99NOV12 11 1/3 家庭 不明 GⅡ/10
99NOV13 11 46/225 幼稚園 不明 GⅡ/ 3
99NOV14 11 161/不明 小学校 不明 GⅡ/10
99NOV13 11 104/不明 幼稚園 不明 GⅡ/10
99DEC03 12 1/1 レストラン カキ GⅡ/ 4
99DEC04 12 2/2 レストラン 不明 Others
99DEC05 12 36/104 高齢者施設 不明 Others
99DEC07 12 36/不明 学校行事 不明 GⅡ/ 5
99DEC08 12 2/3 レストラン 不明 GⅡ/ 4
99DEC09 12 43/59 幼稚園 不明 Others
99DEC11 12 16/27 レストラン 不明 GⅡ/ 5
99DEC12 12 6/8 家庭 不明 GⅡ/ 4
99DEC13 12 4/6 家庭 不明 GⅡ/3
00JAN01 1 2/2 レストラン 不明 GⅡ/4
00JAN02 1 48/795 高齢者施設 不明 GⅡ/4
00JAN03 1 2/2 レストラン カキ GⅡ/3
00JAN04 1 6/6 レストラン 不明 GⅡ/5
00JAN06 1 1/4 レストラン 不明 GⅡ/4
00JAN08 1 不明/48 レストラン 不明 GⅡ/3
00JAN09 1 不明 レストラン 不明 GⅡ/3
00JAN11 1 不明（多数） レストラン カキ * GⅡ/4 & GⅡ/5
00JAN12 1 19/43 レストラン 不明 * GⅡ/10 & GⅡ/4
00JAN14 1 14/73 高齢者施設 不明 GⅡ/4
00JAN15 1 不明（多数） レストラン カキ GⅡ/4
00JAN20 1 15/261 レストラン 不明 GⅡ/4
00JAN24 1 6/14 家庭 カキ GⅡ/4
00JAN25 1 7/14 レストラン カキ * GⅡ/3 & GⅡ/5
00JAN26 1 3/3 レストラン カキ GⅡ/10
00JAN27 1 20/40 レストラン カキ GⅡ/ 4
00JAN29 1 23/47 レストラン カキ GⅡ/10
00JAN30 1 6/14 レストラン 不明 GⅡ/ 5
00JAN31 1 6/7 レストラン カキ GⅡ/ 5
00JAN34 1 15/20 レストラン カキ GⅡ/ 3
00JAN35 1 2/2 レストラン 不明 GⅡ/ 5
00JAN37 1 20/31 レストラン カキ * Others & GⅡ/5
00JAN38 1 2/3 家庭 カキ GⅡ/5
00JAN39 1 3/3 レストラン 不明 GⅡ/5
00JAN42 1 2/2 レストラン カキ GⅡ/4
00JAN44 1 14/25 レストラン カキ GⅡ/5
00FEB01 2 13/30 レストラン 不明 GⅡ/4
00FEB02 1 11/18 レストラン 不明 GⅡ/5
00FEB03 2 4/6 家庭 カキ GⅡ/3
00FEB05 2 3/5 家庭 カキ GⅡ/5
00FEB06 2 19/26 レストラン 不明 GⅡ/5
00FEB11 2 11/18 レストラン カキ * Others & GⅡ/10
00FEB13 2 17/61 レストラン カキ * Others ＆Others
00FEB16 2 3/3 レストラン カキ * GⅡ/5 & GⅡ/10
00FEB17 2 20/343 小学校 不明 GⅡ/ 5 
00FEB23 2 5/6 レストラン カキ GⅡ/10
00FEB26 2 8/18 レストラン カキ GⅡ/10
00FEB35 2 2/2 レストラン カキ Others
00MAR01 3 15/51 小学校 不明 GⅡ/ 5
00MAR04 3 7/35 家庭 カキ GⅡ/10
00MAR06 3 3/4 家庭 カキ Others
00MAR09 3 6/6 レストラン カキ GⅡ/ 5
00MAR11 3 2/不明 レストラン 不明 GⅡ/ 5
00MAR21 3 8/47 レストラン 不明 Others
00APR12 4 7/不明 レストラン 不明 GⅠ/3
00MAY05 5 1/不明 レストラン 不明 GⅠ/3
00MAY06 5 46/不明 小学校 不明 GⅠ/3
00MAY13 5 6/不明 レストラン カキ GⅠ/3
00MAY14 5 27/不明 高校 不明 GⅠ/3
00MAY18 5 6/不明 レストラン 不明 GⅠ/3  
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               ＊印はサブタイプが複数検出された事例である。 
 
(3)  集団発生事例に検出されたノロウイルス遺伝子のサブタイプ 
 1999 年 5月から 2000年４月までに発生した NVによる集団発生事例の中から、
612塩基の NV遺伝子が検出された 61事例について、事例の概要と NV遺伝子のサ
ブタイプを表５に示した。 61 事例中 7 事例では複数の NV 株が検出されたので対
象とした株数は総計 68 株となった。 複数株が検出された 7 事例中 6 事例は、原因
食品として「カキ」が疑われた事例であった。 
NVのサブタイプは UPGMA法による系統樹解析および既知 NVと被検株とのホ
モロジー解析結果より分類したが、68 株中もっとも多く分類されたサブタイプは、
G2群のサブタイプは GⅡ/5 (31%)であり、次いで GⅡ/4 (22%)、GⅡ/10 (16%)、G
Ⅱ/3 (15%)の順となり、これらの主要 4 サブタイプが全体の 8 割を占めた。 G1 群
は GⅠ/3の 1サブタイプであった。なお、残りの 10株は G2群に分類されたものの、
既知 NV の代表 4 サブタイプとはホモロジーが低いものであった（以下「その他の
G2群」と称す）。  
 
表６ ノロウイルス遺伝子サブタイプの月別発生状況（1999年 5月～2000年 4月） 
 
G      2   群 G1 群 
発生年月 
GⅡ/3 GⅡ/4 GⅡ/5 GⅡ/10 その他 GⅠ/3 
1999 年 5 月 1           
1999 年 6 月        
1999 年 7 月 1       
1999 年 8 月        
1999 年 9 月        
1999 年 10 月   1     
1999 年 11 月 1   3    
1999 年 12 月 1 3 2  3   
2000 年 1 月 5 11 11 3 1   
2000 年 2 月 1 1 4 4 4   
2000 年 3 月   3 1 2   
2000 年 4 月           1 
合計 10 15 21 11 10 1 
 
 
 
 20
(4) ノロウイルス遺伝子サブタイプと胃腸炎発生時期との関連性 
 発生月別にみたNVの遺伝子サブタイプを表６と図７に示した。1999年 5月およ
び 7月のオフシーズン期に GⅡ/3タイプが、 2000年 4月には GⅠ/3サブタイプが
出現していた。 しかし、NV流行最盛期(1月～2月)には G2群の主要 4サブタイプ
が全て出現しており、1999 年 5 月から 2000 年 4 月の合計を見ても、 東京都内に
おける NV の胃腸炎集団発生は特定のサブタイプが極端に集中して出現したもので
はなかったことが明らかになった。  
0
10
20
30
40
5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5
月
事
　
例
　
数
GⅠ/3
Others
GⅡ/4
GⅡ/10
GⅡ/3
GⅡ/5
 
図７ NV サブタイプの月別発生状況（1999年 5月～2000年 5月） 
 
 (5) ノロウイルス遺伝子サブタイプと胃腸炎発生場所との関連性 
 発生場所と分離されたNV のサブタイプの関係を比較しても、特定のサブタイプ
が集中して発生した場所はみられなかった（表７）。 高齢者施設で発生した３事例
は、GⅡ/3 タイプ 2 事例とその他の G2 群が 1 事例であった。 学校施設では、GⅡ
/5タイプと GⅡ/3タイプが各３事例、GⅡ/10株 2事例、その他の G2群が 1事例で
あった。飲食店を発生場所とする 47 事例は GⅡ/5 タイプが最も多く 16 事例、次
いで GⅡ/4タイプが 11 事例、GⅡ/10タイプが 7 事例、GⅡ/3タイプが 5 事例とな
り、全てのタイプが検出された。 その他の G2群７事例中 3 事例から既知 NVのい
ずれともホモロジーが低く新株と推定される３株が検出された。家庭で発生した事
例でも主要 4 サブタイプが同様に検出された。  
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表７ ノロウイルス遺伝子サブタイプと発生場所 
 
発生場所 GⅡ/3 GⅡ/4 GⅡ/5 GⅡ/10 その他 GⅠ/3 
高齢者施設 0 2 0 0 1 0 
学校施設 3 0 3 2 1 0 
飲食店 5 11 16 7 7 1 
家庭 2 2 2 2 1 0 
合計 10 15 21 11 10 1 
 
 
(6)  ノロウイルス遺伝子サブタイプと原因食品との関連性  
 カキの喫食の有無と、検出されるNV サブタイプの出現の関係を検討した結果、
表８に示すようにカキ関連、非関連事例とも主要 4 サブタイプとその他の G2 群は
同様の傾向で検出されており、特定サブタイプの集中発生はみられなかった。  
 
表８ ノロウイルス遺伝子サブタイプと原因食品 
 
Ｇ  ２  群 Ｇ１群 
発生要因 
GⅡ/3 GⅡ/4 GⅡ/5 GⅡ/10 その他 GⅠ/3 
カキ関連 4 4 9 7 6 0 
カキ非関連 6 6 12 4 4 1 
合計 10 10 21 11 10 1 
 
 
 (7) ノロウイルス遺伝子サブタイプと集団発生規模および潜伏時間 
発症規模と潜伏時間についても NVサブタイプとの関連性を検討したが、発生規模・
潜伏時間のいずれの場合も NVサブタイプの出現傾向に偏りはみられなかった（図 8、
図 9）。ノロウイルスによる胃腸炎の潜伏時間は通常 36時間であるが、図 9では 12
時間未満の潜伏時間が最大であるが、これは、データーが申告者の申し立てに基づ
いており、申告者が原因食を直前の食事と判断している場合が多いためと考えられ
る。 
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図 8 発症規模とノロウイルス遺伝子サブタイプ 
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図 9 潜伏時間とノロウイルス遺伝子サブタイプ 
 
 
(8) ノロウイルス遺伝子のサブタイプの混合感染 
 サブタイプの混在が認められた事例は、表９に示したように、G２群の 6 事例は
発生場所が飲食店で、1例を除き、カキ関連の事例であった。 
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表９ ノロウイルス遺伝子のサブタイプの混合感染が検出された例 
 
発生月 発生場所 GⅡ/4 GⅡ/5 GⅡ/10 その他 GⅠ/3 カキ関連性
1 月 飲食店 ○ ○       有 
1 月 飲食店 ○   ○  不明 
1 月 飲食店  ○  ○  有 
２月 飲食店  ○ ○   有 
２月 飲食店    ○＆○  有 
３月 飲食店   ○ ○  有 
５月 学校施設         ○＆○ 無 
 
 
[考察] 
 
NVは急性胃腸炎の主要な病因物質であり、NVによる胃腸炎集団発生事例の発生
は増加を続けている。NVは他のウイルスと異なり培養ができないことからその検査
は困難を極めたが、1990 年、NVのプロトタイプであるノーウォークウイルスの全
塩基配列が報告７）されたことにより、NV においても遺伝子検査による検出が可能
となった。集団発生事例について遺伝子検査法を用いて検討すると、NVの検出率は
発症者で 48%、非発症者は 20%で調理従事者は 9%であった。NVの感染経路は、汚
染食品を介した経路と感染者からの 2 次感染に大別される。調理従事者が感染源と
なり、集団発生を起こした事例の報告は多い４１，４２）。食品従事者が感染源となる要
因の一つに、不顕性感染がある４３）。NVの不顕性感染の程度は、本研究で 20%とな
った。アメリカで行われたボランティア実験によると NV に対して感受性者と非感
受性者がいることが報告４４）されているが、不顕性感染者が 2 次感染の伝達者とな
っている可能性は高い。本研究で、不顕性感染者の NV の便中への排出量をリアル
タイム PCR 法を用いて検討したところ、多いときは 108 コピー/g 以上で、３週間
後においても、 103 コピー/g 検出された。Jiangらはボランティアに NVを摂食さ
せ、症状の出現と、PCR 法で NV の検出を経時的に調べた実験で、60 時間後の検
出を報告４５）しているが、本研究はそれよりもかなり長期間 NV を排出していた結
果となった。不顕性感染者が NV感染に果たす役割は大きいと考えられた。 
NV の遺伝子は大きく 2 つのゲノムタイプ（G１群,G２群）に分類され、G1 群で
14 種、G2 群で 17 種に及ぶ多くのサブタイプが存在する９）。 さらに、サブタイプ
に分類できない株も増加している。サブタイプの分子疫学について、これまでに全
世界の多くの地域から報告があるが、調査対象事例数が少ないことが多く、NV遺伝
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子の標的領域の選定が調査ごとに異なるなどの理由から、NVの多様性の全貌の解明
は不十分のままである。本研究において、nested reverse transcribed polymerase 
chain reaction 法(以下 nested RT-PCR法と略)を用いて、新型 NVが出現して大流
行となったのではないかと推測された 1999 年 12 月から 2000 年 3 月のシーズンの
NVによる集団発生 61事例 68株を調査した結果、サブタイプは GⅡ/5 (31%)、GⅡ
/4 (22%)、GⅡ/10 (16%)、GⅡ/3 (15%)の順となった。しかし、サブタイプの出現頻
度と発生時期・場所等の要因との相関性は認められず、NV の遺伝子組成の変異は、
胃腸炎起因物質としての質的な差をもたらさないと結論した。 この知見は今後、NV
による食中毒や胃腸炎集団発生が起きた場合の検査体制や防御策を決定する上で重
要な指針を示すものと考えられる。また、同一年度に多種類の NV サブタイプが広
範囲に検出されたことから、多種類の NVの遍在が明らかになり、NVがＣ型肝炎ウ
イルス（HCV）４６）のような Quasispesis(準亜種)を形成している可能性が考えられ
た。 
これまでに報告された多くの NVの系統樹解析によれば、NVサブタイプはシーズ
ンごとに特定の株の流行があるとされている。たとえば、大阪府は 1997 年から G
Ⅱ/3 サブタイプが突然出現し多数発生したこと、1998 年 12 月から G1 群が優勢を
示し、本研究が対象とした時期より 2年後の 2002年度には、GⅡ/5がもっとも多い
ことを報告４７，４８）している。長期間に亘る結果では、サブタイプに変遷があること
が推測される。  
 サブタイプによる病原性の違いについて、2002 年以降、欧米では GII/4 の
Lordsdale/93/UK [X86557]のポリメラーゼ領域が変異した株（2002型）による急性
胃腸炎の集団発生が増加し、病原性および感染力が強いとされた４９，５０）。その後
2004 年には 2002 型のポリメラーゼ領域がさらに変異した 2004 型による集団発生
も報告された５１)。この変異型は、ORF2 のキャプシド領域（Ｃ領域）が GII/4 で、
ORF1 のＰ領域に変異が認められる株である。愛木ら５２)、および岡田ら５３)の報告
によると、2002 型および 2004 型は日本においても、欧米とほぼ同時期に検出され
たことが確認され、特に 2004/05シーズンは、2004型が高齢者施設における集団発
生および小児散発事例の半数以上を占めたことを報告している。しかし、通常、ウ
イルスの変異はインフルエンザのように、ウイルス表面の接着因子、あるいは、ウ
イルスの宿主への接着を修飾する蛋白質の変化が、感染性や病原性を左右している
と考えられる。2002 型および 2004 型はポリメラーゼ領域の変異が認められている
が、ポリメラーゼ領域の変異がウイルスの増殖能力の変化につながるとは考えにく
い。今後、2002 型および 2004 型の ORF2 の抗原認識部位の変異が解明されれば、
2002 型および 2004 型の病原性が明らかになると考えられる。GII/4 のポリメラー
ゼ領域の変異が容易に起きることは、RNA ウイルスの特徴である RNA 依存 RNA
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ポリメラーゼの誤塩基修復能力の欠如の結果、ウイルス遺伝子の変異が起きやすく
なることと併せて考えると、RNAポリメラーゼが RNA ウイルスの変異のキーポイ
ントである可能性を示唆しており興味深い。今後、過去の事例も含めて NV の遺伝
子解析を進めて、サブタイプ出現のメカニズムを解明していきたい。 
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第３節 実験の部 
 
材料の項 
 
１） 試薬・器材 
表 10 第１章で使用した試薬・器材 
 
PBS(-) 日水製薬 
CTAB(Cetyl-trimethyl-ammmonium-bromide) ナカライテスク(株) 
ﾌｪﾉｰﾙ･ｸﾛﾛﾎﾙﾑ･ｲｿｱﾐﾙｱﾙｺｰﾙ(25:24:1) ナカライテスク(株) 
10%SDS溶液 ナカライテスク(株) 
1M-トリス塩酸緩衝液 ナカライテスク(株) 
塩化ナトリウム ナカライテスク(株) 
3M-酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.2) ナカライテスク(株) 
エタノール 99.5％ 和光純薬 
プロテナーゼＫ ナカライテスク(株) 
HCFC-141b ダイキン工業 
RNA 抽出 
グリコーゲン ロシュ・ダイアグノティックス 
PCRスーパーミックス Invitorogen 
M-MLV逆転写酵素 Invitorogen 
ExTaq RT-PCR  TaKaRa 
RNase inhibitor TOYOBO 
AmpliTaq ＆ 10×Buffer アプライドバイオシステムズ 
GeneAmp dNTP Blend アプライドバイオシステムズ 
pd(N)6 Random Hexamer ロシュ・ダイアグノティックス 
RT-PCR 
日本薬局方注射用蒸留水（５ｍｌ） 小林製薬 
Agarose H14 TakaRa 
Nusieve GTG agarose TaKaRa 
TAEバッファー ナカライテスク(株) 
Ethidium Bromide ナカライテスク(株) 
Low DNA Mas Ladder BIO-RAD 
電気泳動 
100bpラダーマーカー アマーシャムバイオサイエンス 
ECL Detection Reagent アマーシャムバイオサイエンス 
Anti-fluorescein HRP conjugate アマーシャムバイオサイエンス 
DNAラベリング用プライマー アマーシャムバイオサイエンス 
Hyperfilm-ECL アマーシャムバイオサイエンス 
デオキシリボ核酸ナトリウム ナカライテスク(株) 
アルブミン ナカライテスク(株) 
ナイロンメンブレン アマーシャムバイオサイエンス 
dot-blot 
   
-hybridization 
Hybridization Bag アマーシャムバイオサイエンス 
TaqMan Universal PCR Master Mix アプライドバイオシステムズ 
MicroAmp Oprical 96well Reaction Plate アプライドバイオシステムズ 
MicroAmp Oprical Clear Adhesive Seals アプライドバイオシステムズ 
real-time-PCR 
MicroAmp Optical Tubes アプライドバイオシステムズ 
310 capillaries アプライドバイオシステムズ 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reacton Kit V.1.1 アプライドバイオシステムズ sequencing 
Ultra-Sep Gel Extraction kit アプライドバイオシステムズ 
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方法の項 
 
１）調査対象 
1999年 5月から 2000年 4月までに発生した食中毒関連集団発生事例の中から、 
nested reverse transcribed polymerase chain reaction 法(以下 nested RT-PCR法
と略)で NVが検出され、発生場所、原因食品、発生規模、潜伏時間等の発生状況等
の疫学情報が得られた 61事例を対象とした。原因食品と潜伏時間は事例申告者の申
告に基づいている。 
 
２）糞便材料の調製 
 操作の概要は既報４０）に準じて行った。糞便材料は PBS(-)で 10％乳剤を調製し、
等量の HCFC-141b（代替えフロン）を混合し、夾雑物を除去した。1,500 g X, 10 分
の冷却遠心により水相を採取し、さらに 3,000g X 30分の冷却遠心を行い、再び水
相を採取した。100,000 g X, 3 時間、4℃の超遠心によりウイルスの沈渣を得て、
0.01M-トリス塩酸-0.15M-NaCl緩衝液に浮遊し、検査材料とした。 
 
３）ウイルス RNAの抽出 
 RNA抽出は Jiangらの方法５４）に準じて CTAB法により行い、試薬類と操作は図
10に示した。 
検査材料 100μｌ
10% SDS 10μｌ
2.5μｌ
37℃15分
4M NaCl 25μｌ
10% CTAB 25μｌ
56℃15分
150μｌ
14,000rpm 15分 20℃
水相  150μｌ 分取
3M NaOAc 15μｌ
20mg/ml glycogen 1μｌ
99.5% エタノール 450μｌ
-80℃1時間
14,000rpm 20分 4℃
沈渣
乾燥
蒸留水に溶かす
ＲＮＡ
20mg/ml Proteinase K
ﾌｪﾉｰﾙ・ｸﾛﾛﾎﾙﾑ・ｲｿｱﾐﾙｱﾙｺｰﾙ
 
図 10  ＣＴＡＢ法による核酸抽出操作 
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４）RT-PCR法 
 NV のｃDNA 合成は Molony Murine Leukemia Virus 逆転写酵素 (以下、
MMLV-RTと略)を用い、伸長用プライマーとして、pd(N)6 Random Hexamer、Oligo 
d(T)、COG1R/COG2R、あるいは G2SKR の４種類のいずれかを用いた。RT-PCR
のプライマーは表 11に示した。図 11に示すように、抽出した RNAは 74℃10分加
熱後急冷して使用し、PC-701 (Astec K.K.) で 42℃60分の逆転写反応後、94℃5分
の加熱で逆転写酵素を失活させ、急冷した。1st PCR は、各プライマ （ー1.0μM），
ExTaq DNA polymerase（Takara；1.25U）、バッファー（10mM Tris-HCl pH8.3，
50mM KCl，1mM MgCl2）を加えて，50μl とした。温度条件は，94℃5 分後に，
94℃1 分，50℃2 分，68℃2 分のサイクルを 40回行い、さらに、72℃10分処理と
した。検出感度を向上させる目的で、1st PCR の後に同様条件で nested-PCR を行
っている。PCR 産物は 2%アガロース電気泳動後にエチジウムブロマイド染色を行
い紫外線照射により、470bp、330bp、206bpのバンドが検出されたものを陽性とし、
ドットブロットハイブリダイゼーションによる確認試験を行った。 
 
 
RT-PCR法
RT反応液 蒸留水 13.7 μl RNA試料 2.0 μl
5X RT緩衝液 6.0 μl 0.2 μl
0.1 M DTT 3.0 μl
2.5mM dNTPs 4.0 μl
40U/μl RNase阻害剤 0.1 μl RT反応液 27.0μl
MMLV逆転写酵素 0.2 μl
50.0μl
1st PCR 反応液 蒸留水 41.9 μl
10x PCR緩衝液  5.0 μl  94℃ 1分
2.5mM dNTPs 2.5 μl  50℃ 2分 40回
50uM NV36 0.2 μl  70℃ 2分
50uM MR3 0.2 μl
50uM Yuri22F 0.2 μl
5U/µl Taq polymerase0.2 μl 2.0 μl
48.0μl
2nd PCR 反応液 蒸留水 37.8 μl  94℃ 1分
10x PCR緩衝液 5.0 μl  50℃ 2分 40回
2.5mM dNTPs ４.0 μl  70℃ 2分
50uM NV81,NV82,SM82 各0.2 μl
50uM LV82,NV3,SR33 各0.2 μl
5U/µl Taq polymerase0.2 μl
94℃ 5分
72℃ 10分
4℃ 保存
電気泳動
2ndPCR反応液
74℃ 10分
4℃
42℃ 60分
94℃ 5分
94℃ 5分
72℃ 10分
4℃
50μM RT-primer
1stPCR反応液
1stPCR産物
 
 
図 11  ノロウイルスのRT-PCR法 
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表 11 ノロウイルスのプライマ  ー
標的領域 名称 塩基配列 (5'→3') 極性
RT-primer G2SKR CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT (-)
COG1R CTT AGA CGC CAT CAT CAT TYA C (-)
COG2R TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA (-)
1st PCR Yuri22F ATG　AAT　GAG　GAT　GGA　CCC　AT (+)
NV36 ATA AAA GTT GGC ATG AAC A (+)
MR3 CCG TCA GAG TGG GTA TGA A (+)
2nd PCR NV82 TCA TTT TGA TGC AGA TTA (+)
  ポリメラーゼ SM82 CCA CTA TGA TGC AGA TTA (+)
   (3'-ORF1) NV3 GCA　CCA　TAT　GAG　ATG　GAT　GT (+)
SR33 TGT CAC GAT CTC ATC ATC ACC (-)
NV81 ACA ATC TCA TCA TCA CCA TA (-)
NV35 CTT GTT GGT TTG AGG CCA TA (-)
  キャプシド COG1F CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA (+)
   (5'-ORF2) COG2F CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG AG (+)
IUB CODES
   R ＝ A or G H ＝ A or C or T
   Y ＝ C or T N ＝ any base
 
 
５）ドットハイブリダイゼーション 
 プローブは既報43)においてクローン化した NV 遺伝子の G1 群（GⅠ/1）と G2
群(GⅡ/3)のそれぞれのプローブを、 ECL ランダムラベルキット（アマーシャムバ
イオサイエンス）を用いてマニュアルにしたがって FITC標識を行った。PCR 産物
４μｌを Hybond N+膜（アマーシャムバイオサイエンス）上にドット状に転写した
後、UV クロスリンカーで膜に固定し、マニュアルにしたがって、50℃15分のプレ
ハイブリダイゼーションと 50℃ Over Nightのハイブリダイゼーションを行った。
検出は ECL検出キット（アマーシャムバイオサイエンス）を用いて、Hyper film-ECL
上に感光した。 
 
６）リアルタイム PCR法によるウイルス遺伝子量の定量 
 リアルタイムPCR法は、ウイルス性下痢症診断マニュアル（第３版）５５）にした
がって、ABI PRISM 7000 ( Applied Biosystems ) を使って行った。反応液の調製
は表 12のように行い、96プレート(Micro Amp Optical 96-Well Reaction Plate)の
ウェルに 20.0μl反応液と、逆転写後のｃDNA５μｌをいれた。コントロール DNA 
は 10６ から 10２  コピーまで 100倍階段希釈して、反応後検量線を描いて、サンプ
ルの遺伝子量を測定した。 
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表 12   リアルタイム反応液の調製 
 
試 薬  G1  G2 
Distilled water  13.88μl  16.54μl 
Taq Man Universal Master MIX  25.0μl  25.0μl 
100pmol/μl プライマー COG1F 0.2μl COG2F  0.2μl  
 COG1R 0.2μl COG2R  0.2μl 
4pmol/μl Taq Man プローブ RING1－TP(a) 4.29μl RING2-TP 2.86μl
   
計  45.0μl  45.0μl 
   
RING1‐ TP(a) ： 5'-FAM-AGA TYG CG TCY CCT GTC CA-TMRA-3’  
RING2-TP ： 5'-FAM-TGG GAG GGC GAT CGC AAT CT-TMRA-3’  
COG1F ： CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA   
COG1R ： CTT AGA CGC CAT CAT CAT TYA C   
COG2F ： CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG AG   
COG2R ： TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA   
 
 
７）DNA塩基配列の決定と系統樹解析 
 NV 遺伝子が 1st PCR で陽性になったサンプルの PCR 産物について、Dye 
Terminator 法によるダイレクトシークエンスを行い，ABI PRISM 310 Genetic 
Analyzer（Applied Biosystems）で塩基配列を決定した。得られた塩基配列は DNA 
Data Bank of Japan（DDBJ）に登録されている代表的な NV遺伝子と， UPGMA
法 (Outweighed Pair-Grouping with an Arithmetic Mean Method ：平均距離法) 
により分子系統樹を作成した。 
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第１節 アストロウイルスによる急性胃腸炎の分子疫学 
 
小児の感染性胃腸炎の原因ウイルスの１つであるアストロウイルス(以下、ASVと
略)は Astrovirus科 Astrovirus属のウイルス(表１)で、電子顕微鏡で観察すると５６，
５７）、図１に示すような形態を示し、表面構造が星の形のように見えることから命名
された。ヒトアストロウイルスは１型から８型の８つの血清型が認められている。
臨床現場においては、ノロウイルスほどの認知度はないが、通年検出されるウイル
スで、特に冬から春季に好発するとされる。ASVの主要臨床症状は下痢および嘔吐
であり、臨床症状から他のウイルス性感染性胃腸炎と区別することは困難である。
また、ASVの流行状況に関する報告は少ない。ASVのゲノムの構造は、図２に示し
たように、3つの翻訳領域(Open reading frame: ORF)から積成されている５８、５９）。
ゲノムは、5'側の ORF1aから ORF1b へとつづくが、両フレームとも非構造タンパ
ク質をコードする。ORF1bの下流にある ORF2は、ウイルス構造タンパク質をコー
ドしている。 
 ASVは、一般的に NVよりも胃腸炎症状が軽く、重症化するのは免疫機能が低
下している患者であると考えられており、流行状況や病原性に関する報告は少ない２
６，２７，２８）。しかし、1991年に 5,000人規模の ASV６型による集団食中毒が大阪で
発生したことが報告３２）されている。一方、ASV の抗体保有率の調査では 100％の
人が抗体を持っているという報告３１）もあり、通常は病原体として機能しない可能
性も考えられている。ASV は ELISA 法が開発されており、NV 遺伝子が検出でき
ない状態で ELISA法や電子顕微鏡で ASV が検出され、ASVによる集団発生と誤っ
て判断される場合もある。NVは遺伝子の多様性が大きいので、プライマーのミスマ
ッチにより NV遺伝子が検出できないケースは十分考えられる。ASVの病原性を明
らかにする目的で、NV 遺伝子が検出された急性胃腸炎集団事例において、ASV の
検出率を検討し、ASVと NVの病原性を比較した。 
 
[結 果] 
 
2004 年 10 月～2005 年 6 月までに東京都内で発生した集団胃腸炎事例のうち、
NV が検出された事例の検体（糞便）を用いて、RT-PCR 法により NV および ASV
の検出率を比較検討した。その結果、914件中 521件(57%)から NVが、159件(17%)
から ASV遺伝子が検出された。病院(7事例)、高齢者施設(34事例)、保育園(20事例)、
小学校(24 事例)の各発生場所別の ASV 検出率はそれぞれ 38%、18%、17％、13％
で、病院内の NV集団発生事例で検出率が高い成績であった(図 12)。 
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図 12  ノロウイルスが検出された事例におけるアストロウイルスの検出 
(2004年 10月～2005年 6月) 
 
ASVのみが検出された事例は２例で、病院と保育園の各 1事例であった。ASVの
検出率が NVを上回った事例は、病院と高齢者施設の各 1事例で、ASVと NVが同
等の検出率となった事例は、高齢者施設と保育園が各 2 事例であった。これらの成
績から、ASV の病原性は NV に比べると低いと結論した。NV と ASV 以外のウイ
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ルスの混合感染は、保育園の 3 事例と小学校 1 事例にみられ、3 事例がロタウイル
スと、1事例がアデノウイルス 41型との混合感染であった。 
 
 
[考 察] 
ASVは、一般的に NVよりも胃腸炎症状が軽く、重症化するのは免疫機能が低下
している患者であると考えられており、流行状況や病原性に関する報告は少ない２６
－２９）。ASV は１型から８型までのセロタイプがあるが、わが国における ASV の検
出率は数%であり、その血清型は１型が主流であることが報告されている６０）。また、
諸外国においても検出率は数%で、血清型も１型が主流である。ASV による胃腸炎
の調査報告は少なく、ASVの浸淫度については過小評価されている部分が多い。ASV
の多くは乳幼児での散発的な発生であるが、軍隊の新兵集団６３）やスキー場などの
旅行先での大規模な集団発生の事例が報告されており、幼稚園あるいは保育園６０）
など、および高齢者施設での集団発生にも注意をする必要がある。 
ASVの抗体保有率の調査で、100％の人が抗体を持っているという報告は ASVが
どこにでもあるウイルスで、通常は病原体として機能しない可能性が考えられる。
本研究で、2004年 10月～2005年 6月までに東京都内で発生した集団胃腸炎事例の
うち、NVが検出された事例の ASVの検出率を検討した結果、914件中 521件(57%)
から NVが、159件(17%)から ASV遺伝子が検出された。ASVの検出率は NVの検
出率に比べると低いものであった。85事例中 ASVのみが検出された事例は 2事例、
ASVの検出率が NVを上回った事例は 2事例、ASVと NVが同等の検出率となった
事例は 4事例であった。これらの成績から、ASV の病原性は NVに比べると低いと
結論した。さらに、本研究で、NVと ASV以外のウイルスとの混合感染が 4事例に
みられ、そのうち 2事例は NV、ASV、ロタウイルスの 3種類が、1事例は NV、ASV、
アデノウイルスの 3 種類が同一事例中に検出された。5 歳以下の子供の胃腸炎を調
査した報告によると、ASVが NVやロタウイルスなど、他のウイルスとの混合感染
として検出される率は高い６１，６２）。感染症は通常 1種類の病原体によるとされるが、
本研究で示したように、感染性胃腸炎では多種類のウイルスが原因となる場合があ
ることを注意する必要がある。 
発生場所別の ASV検出率を検討すると、病院内の NV集団発生事例で検出率が高
い成績であった。病院内の感染については、患者の NV 遺伝子の変異が起きる例が
報告されており、他の発生場所とは異なる変異の機構が働きやすい場所である可能
性が考えられる。しかし、本研究で検査事例数が少ないので、今後、さらに検討す
る必要がある。月別の ASV 検出率を見ると、小学校、保育園で 4 月、5 月に多く、
集団生活の始まる新入学後に ASVへの感染が起き、抗体の獲得が行われると考えら
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れる。これに対して、高齢者施設は 2月に多く、発生場所が持つ特徴と考えられる。 
 
 
 
 36
第２節  
航海船内で発生したノロウルスウイルスと 
アストロウイルスによる急性胃腸炎混合感染事例の 
分子疫学的解析 
 
ウイルス性の急性胃腸炎には形態の特徴とともに遺伝的に異なる数種類のウイル
スが関わっている。主なウイルスとして、ノロウイルス(norovirus : 以下、NVと略)、
ロタウイルス(rotavirus : RV)、およびアストロウイルス (astrovirus : ASV)の 3つ
があげられるが、特に NVは乳幼児から成人までの広い年齢層が感染を受け、病院・
学校・保育園などの施設において、水系あるいは食品を介した大規模な集団発生を
引き起こすことが知られている。 
急性胃腸炎の主要な原因ウイルスである NV は、これまで細胞で増殖できないた
め検査が容易でなかったが、分子生物学に基づくウイルスの検出方法が普及し、NV
の感染様式が判明しつつある。NVの遺伝子は大きく 2つのゲノムタイプ（G１群,G
２群）に分類され、さらに G1タイプで 14種、G2タイプで 17種に及ぶ多くのサブ
タイプが存在することが知られている。 
 NVは遺伝子がプラス鎖一本鎖の RNA ウイルスであるが、RNA ウイルスは高い
多様性を示すとされる。これは、RNAウイルスが宿主の抵抗や環境の圧力に対抗し
て、機能を維持するための戦略と考えられている。RNAウイルスの多様性の起源と
して、① mutation (変異)、② recombination （組換え) の２つのウイルス進化の
メカニズムが提唱されている。これまでに、ポリオウイルス、コロナウイルス、植
物のウイルスなど、増殖できる培養細胞が発見されているウイルスにおいて、ウイ
ルスの遺伝子変異の分子生物学的研究が進んでいる。ポリオウイルスは 1962年に最
初に組換えが発見された Picornavirus 科のウイルスで、NV とポリオウイルスは同
じくらいの大きさ、同じ RNA ウイルスであるので、NVの増殖はポリオウイルスと
同じ機構によるのではないかと考えられている６４）。 
NVの多様な遺伝子型の起源に関して、Jiangは ORF1-ORF2接合部に遺伝子組換
えが起きていることを報告１８）し、Rohayemは ORF 2の capsid領域に組換え起き
ることを報告１９）している。変異に関しては、Gallimoreらは、無症状者から NVが
検出された病院内の集団発生で、無症状者の NVの小さな変異を報告２３）し、Nilson
らは、免疫不全症患者の NV が、capsid 領域においてアミノ酸変異が蓄積していた
ことを報告２４）している。これらの結果は in vitro で増殖メカニズムの解析が出来
ない NVの多様性の起源を示すケースと考えられる。 
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1999年、航海中の船の中で発生した急性胃腸炎の集団発生は、ウイルス検査の結
果、NV と ASV の混合感染で、検出された NV および ASV の遺伝子配列は通常と
は異なる高い多様性を示した。そこで、船内という特殊な閉鎖空間は in vitro に近
い条件と考えられ、この事例の遺伝子を検討することは、NVの多様性の起源を解明
する手がかりを提供すると考え、研究対象として選んだ。 
この事例は当初、NV が検出できず、ASV が電子顕微鏡で観察されたことから、
ASV による集団発生と考えられた。NV の検出が出来なかったのは、プライマーと
のミスマッチによるもので、後に NVが新プライマーで検出されるにおよび、NVと
ASVの混合感染ならびに多様な NV遺伝子の検出という、通常の集団発生とは異な
る様相を示す事例であったことが判明した。ASVについては、環境中への浸淫度や
病原性について不明な部分が多いので、この集団発生の事例において ASVが果たす
役割と ASV遺伝子の変異機構についても研究の対象とした。 
遺伝子の多様性を検出する手段として、シーケンスと Single stranded 
conformational polymorphism (SSCP) 法６５）を用いた。シーケンスは最も詳細に解
析することが出来るが、NVのように数多くの多様な遺伝子集団の多様性をすべてシ
ーケンスで解析することは困難である。従来、G1群 と G2群 の分類を簡便に行う
ために、ドットブロットハイブリダイゼーション法を用いていた４０）が、３０以上
の NV のサブタイプを分類するには、マイクロアレイのような微小なドットブロッ
ト法が必要で、まだ実用化はされていない。SSCP 法はこれらの欠点をカバーする
敏感な技術で、塩基配列が異なると、一本鎖の立体構造が異なることを利用してい
る。 
 
 
[結果] 
 
（１） 疫学調査 
（ⅰ）研究対象事例の概要：1999年 10月、東京湾近海で測量していた乗員 37名の
測量船より急性胃腸炎の集団発生が報告された。10月 7日に東京湾を出港して 1週
間後、2名の乗員が症状を呈し(先行発症群)、さらにその 1週間後の 10月 22日より
胃腸炎の患者が急増し、4日間にわたって 26名（76％）が発症した（図 13）。発症
者の年齢構成は 24～56 歳で、平均 42.5 歳だった。献立表によると、10 月 12 日、
13日および、15日に牡蠣とアサリを使った料理があった。 
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図 13  航海船内で発生した急性胃腸炎集団発生の概要 
 
（ⅱ）発病率と発病の時間的経過と臨床症状：集団発生の初発者の発症時刻(10 月
22日の 09:00)をゼロ時間として、以下の解析を進めた。乗船員３７名中２８名が発
症し、発生率は 76%(28/37人)だった。症状は、下痢(85%)、吐き気(58%)、寒感(58%)、
発熱(38%)、嘔吐(35%)、腹痛(31%)、および頭痛(27%)であった（表 14）。発症者は
すべて数日以内に回復した。集団発生の１週間前の 10 月 13 日、および 15 日に 2
人が胃腸炎症状を呈した。症状は、嘔吐(1/2)下痢(2/2)、吐き気(2/2)、腹痛(1/2)、頭
痛(1/2)および寒感(1/2)であった。この２人を先行発症群とした。発症者は出航後１
５日から１９日に集中しており(集団発生群)、発症カーブは図 13に示すように一峰
性だった。先行発症群と集団発生群の間隔は約 8日間（195時間）であった。 
 
（２）ウイルス・細菌検査結果  
（ⅰ）ウイルス検査結果： 乗員の糞便検体のウイルス検査の結果、NVと ASVが
検出された。船内に残っていた飲料水や食料は、その量が少ないためウイルス検査
は実施できなかった。NVは発症した乗員 28 人のうち 15 人(54%)の検体に、無症状
の乗員 9 人のうち 3 人(33%)の検体に RT-PCR法によって検出された。 合計 37 人中
18人(49%)の検体がNV陽性だった。 NVは発症した乗員 28人のうち 10人(36%)の
検体に、無症状の乗員 9 人のうち 4 人(44%)の検体に RT-PCR 法によって検出され、
合計14(38%)の検体がNV陽性だった。ELISA法では、6人(16%)の検体が陽性となり、
EMでは 3人(8%)の検体からNVが観察された(表13)。 
集団発生の一週間ほど前に発症した 2 名は、NV、ASV いずれも陰性であった。
検査便の採取が回復後 2週間以上経過したために、検出できなかったと考えられる。
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集団発生初日の発症者 6人は全員から NVが検出され、そのうちの 3人は ASVも検
出され混合感染であった。臨床症状と発症時刻との大きな相関は見られなかった（表
14）。NVおよび ASVの検出状況と症状の相関もないと結論した。 
 
 
表 13 ノロウイルスとアストロウイルスの検出結果 
73141837合計
10439無症状
1010110 / 25
1112410 / 24
42571510 / 23
0036610 / 22
0000222日以前
ELISAEMRT-PCRRT-PCR
ASVNV
発症者数発症日
EM : 電子顕微鏡観察 ELISA : 酵素抗体法
 
 
 
（ⅱ）細菌検査： 細菌検査では、患者および乗員から既知の病原菌は検出されな
かった。水、食品、および船内の環境検査の結果、食品検体 2 件 (葉唐辛子の佃煮
およびあみの佃煮)に S.aureusが検出され、1件の水道水に大腸菌が検出された。食
材に検出されたが、患者便には細菌が検出されなかったので、これら食材の細菌は
感染源ではないと結論した。 
 
（ⅲ）感染源： 先行発症群の発症の直前にカキあるいはアサリを使った献立があ
り、食材からの感染が推測されたが、食材は残っておらず検査は行われなかった。
また、集団発症群が先行発症群からの２次感染であった可能性も考えられたが、先
行発症群の２人の糞便中にはウイルスは検出されず、感染源の特定は出来なかった。 
 
（ⅳ）複数ウイルス検出と発病時期： 集団発生の初発者の発症時刻(10月 22日の
09:00)をゼロ時間として時間経過ごとに表 14を組み、検出状況と発症時間経過、臨
床症状との関連を検討した。NVと ASVの両方が検出された乗員は、初発者の発症
時刻から 24 時間以内に発症したグループで、24 時間以降に発症したグループから
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は NVか ASVのいずれか一方のみが検出された。最初のグループ（集団発生第 1集
団）は多量の感染源に暴露されたために NVと ASVの混合感染となった可能性が高
く、24 時間以降のグループ（集団発生第２集団）は感染源が少量だったために NV
か ASVのいずれか一方のみの検出となったと考えられた。無症状の乗員 1名が混合
感染であった。   
 
 
表 14 ウイルス検出状況、臨床症状と発症時間経過 
Crew No.           Time of onset                  Result  of  RT-PCR                 Number of times Symptoms 
(hours)                     Norovirus      Astrovirus          Diarrhea     Vomiting Nausea      Chill     Abdominal pain 
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
1
2
29
30
31
32
33
34
35
36
37
0
3
10
12
Cluster       13
1           14.5
21
21
22
23
24
26.5
27
27
27
28
30.7
Cluster       31
2            31
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（３）ウイルスの多様性の分子疫学的解析 
 
（ⅰ）NV遺伝子の多様性のシーケンス解析： 検出されたNV遺伝子の系統樹解析
を ORF１の３'領域と ORF２の５'領域について行った(図 14)。本集団事例由来株は
Minato株として表している。通常の集団発生では単一、あるいは２種類程度のサブ
タイプしか検出されないが、本事例では、両領域で GⅡ/１が 1 件、GⅡ/４が 1 件、
GⅡ/5 が 8 件、新サブタイプの１件と多種類のサブタイプが検出された。検出株の
代表４株について、３'-ORF1 と５'-ORF2 の塩基配列とアミノ酸配列のホモロジー
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を表 15 に示した。Minato14 株は、３'-ORF1 では GⅡ/6 と塩基配列で 99%のホモ
ロジーを示したが、５'-ORF2 では 75%と低く、GⅡ/1 と 97％のホモロジーがあっ
た。したがって、Minato-14 は ORF1 は GⅡ/6、ORF2 は GⅡ/1 の組換え体の一
つと考えられる。 
Minato６株は、８人から検出された NVの塩基配列がまったく同一となったグル
ープの代表株で、5’-ORF2 は５件シーケンスし（図 14(a)：Minato3、Minato6、
Minato8、Minato9、Minato17）、3’-ORF1は６件シーケンスした（図 14(b)：Minato3、
Minato4、Minato6、Minato9、Minato13、Minato31）。Minato/6株は 3’-ORF1の
アミノ酸配列は GⅡ/5に分類される Yuri/52/99/JPと 100%のホモロジーを示したの
で GⅡ/5 と分類したが、5’-ORF2 のアミノ酸配列では GⅡ/5 (83%)よりも GⅡ
/1(89%)と高いホモロジーがあった。Yuri/52/99/JPは 3’-ORF1の配列のみで、ORF2
は登録されていない。 
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図 14  検出されたNV遺伝子の系統樹解析 
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表 15  ノロウイルス遺伝子 3’-ORF1 と 5’-ORF2 の 
塩基およびアミノ酸組成の比較 
Abbreviations:  n.d., not done
75  (78)n.d.95  (100)70  (80)n.d.96  (98)80  (87)73  (84)Neustrelitz(AY772730)≒ GⅡ/1
n.d.n.d.n.d.71  (78)n.d.69  (78)n.d.98  (100)Yuri52(AB009876)≒ GⅡ/5
75  (79)n.d.79  (90)69  (79)n.d.77  (91)81  (87)72  (83)Mc37(AY237415)
GⅡ/10
77  (77)n.d.74  (84)93  (98)n.d.69  (79)73  (81)71  (78)VA97207(AY038599)
GⅡ/9
76  (76)n.d.74  (86)78  (93)n.d.73  (81)78  (83)70  (76)SaitamaU25(AB067543)
GⅡ/8
75  (79)n.d.75  (86)99  (99)n.d.69  (78)76  (82)72  (78)SaitamaU4(AB039777)
GⅡ/6
75  (78)n.d.78  (89)71  (78)n.d.74  (85)79  (83)89  (98)SaitamaT49(AB112315)
GⅡ/5
86  (91)n.d.72  (79)70  (79)n.d.78  (91)75  (76)73  (84)Bristol(X76716)
GⅡ/4
75  (77)n.d.76  (88)70  (80)n.d.76  (91)79 (86)71  (83)Tront(U02030)
GⅡ/3
76  (79)n.d.77  (89)69  (80)n.d.78 (92)76  (86)72 (85)Melksham(X81879)
GⅡ/2
75  (78)n.d.84  (97)69  (79)n.d.77  (92)79  (89)72  (84)Hawaii(U07611)
GⅡ/1 
5'-ORF23'-ORF15'-ORF23'-ORF15'-ORF23'-ORF15'-ORF23'-ORF1
Minato/33
(AB233473)
Minato/14
(AB233474)
Minato/10
(AB233472)
Minato/6
(AB233471)
% nucleotide (amino acid) sequence identity
Strain
(Accession 
number)
GⅡ
/genotype
 
 
（ⅱ）SSCP法によるノロウイルス遺伝子の多様性の解析： NVの多様性について
SSCP法で調べた結果を図 15に示した。SSCP法は 300bpくらいの長さが有効とさ
れている。図 15(a)は 5’-ORF2 の 300 塩基について解析した結果である。バンドの
出現パターンをＡからＦの６種類のパターンに分類した。パターンＡは乗員 No.3、
6、8、9、13、17、31 の７人から採取した糞便中の NVで、シーケンスが全く同一
となった株である。 
パターンＢは乗員 No.10と No.14から採取した NVで、5’-ORF2のシーケンスは
No.14 が Neustrelitze/260/00/GE とアミノ酸で 98%、GⅡ/1 と 97％のホモロジー
があったが、No.10 は PCR 産物量が少ないためにシーケンスはできなかった。
3’-ORF1は図 14(b)に示すように、No.10はパターン Q、No.14はパターン Rと異な
ったバンドパターンとなり、シーケンスでも No.10 は Neustrelitze/260/00/GE と、
No.14 は SaitamaU4（GⅡ/6）とアミノ酸のホモロジーが高く、別々のサブタイプ
であった。No.14 の NV (Minato14 株)はシーケンスで、ORF1 側が GⅡ/6、ORF2
側が GⅡ/1の ORF１と ORF2の接合部での組換え体であると結論した株である。 
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図 15 SSCP 法によるノロウイルス遺伝子の多様性 
 
 
パターンＣ、ＤはシーケンスができなかったＰＣＲ産物で、SSCP パターンもシ
ーケンスが得られたパターン A、B、Eと異なっていた。パターンＦは多くのバンド
が見られ、ＰＣＲ産物が混合物であった可能性がある。 
 
 
（ⅲ）ASV遺伝子の多様性のシーケンス解析： ASV遺伝子は 2種類の血清型が検
出され、血清型 1 が 3 件、血清型 2が 8件であった。ポリメラーゼをコードしてい
る ORF1の 3'側領域をシーケンスした結果、５件はアミノ酸レベルで 95%以上の相
同性を示した。ORF2-5'領域のシーケンスでは、血清型 1 を 3 件、血清型 2 を 8 件
シーケンスした結果、血清型 1 は塩基レベルでは 2 グループに分かれたがアミノ酸
組成は同一だった(図 16)。血清型 2では 7件と 1件の 2グループに分かれた。この
ナンセンス変異を示した 1件は初発時刻から 54時間後に発症した乗員であり、塩基
配列では 86.3%のホモロジーであったが、アミノ酸は同一であった。3'-ORF2 領域
は、塩基配列とアミノ酸配列は他の領域に比べると、同じ血清型でも異なっていた。
ASVの血清型分類を塩基組成から行うには 5'-ORF2領域が適していることが明らか
になった。 
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図 16 検出されたアストロウイルス遺伝子5’-ORF2領域の塩基配列の系統樹解析 
 
 
[考察] 
 
本研究が対象とした事例は航海中の測量船の中で起きた集団発生である。このよ
うな厳密な閉鎖空間という特異な設定で多様なNVサブタイプが検出されたことは、
多様性の起源を考える上で重要な手がかりになると考えられた。本事例は、免疫不
全の NV の持続感染者において、経過とともに NV 遺伝子が変異していた報告と類
似の現象と考えられる。NV 遺伝子の多様性の研究を進める上で、次の 2 点に着目
した。第 1 点は、この閉鎖空間で集団発生の伝播経過に従って NV の新しい株の発
生が起きたかどうかという点である。第 2 点は不顕性感染者が感染に果たす役割に
ついてである。 
集団発生の臨床所見と発症パターンは、症状は強いが数日間のみで、予後は良好
という NV の典型的な臨床症状を示していた。集団の発症曲線は一峰性のカーブで 
(図 13)で、単一の感染源があったことが推測された。集団発症群が先行発症群から
の２次感染であった可能性が考えられたが、先行発症群の２人の糞便中にはウイル
スは検出されず、感染源の特定は出来なかった。感染源は NVと ASVが混合してい
たと考えられる。先行発症群の発症の直前にカキあるいはアサリを使った献立があ
ったが、ウイルス検査は出来ず、食品が感染源であったかどうかは不明である。NV
の潜伏時間は平均 36 時間である。ASV の潜伏時間は確実な報告は少なく、健康な
ボランティアへの感染実験で 3-5日間という結果がある。 この集団発生では、対象
者が閉鎖空間という特殊な状態にあるので、潜伏時間から原因が NVであるか ASV
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であるかは特定できない。 
NV による胃腸炎の集団発生で 2 種類以上の NV が検出された例を、本論第１章
第２節に示した。通常、NVによる胃腸炎の集団発生は単一の NVによって起きる。
牡蠣などの二枚貝は、生息する海水中で、消化管（中腸腺）内に NV を蓄積するた
め、NVに汚染された二枚貝を原因食品とする集団食中毒では複数タイプの NVが検
出される場合があるが、これまでの検出結果では２種類までであり、本事例のよう
に多種類の NV が検出されたことはない。NV と ASV の両方が検出された乗員は、
初発者の発症時刻から 24時間以内に発症したグループ(集団発生第１集団)で、24時
間以降に発症したグループ(集団発生第 2集団)からは NVか ASVのいずれか一方の
みが検出された。最初のグループは多量の感染源に暴露されたために NVと ASVの
混合感染となった可能性が高い。24時間以降のグループは感染源からの暴露量が少
量で、一種のみの検出となったと考えられた。 
ASVは小児の下痢症の原因ウイルスとして知られているが、ASVの病原性につい
ては不明の部分が多い。ASVの検出は乳幼児や老人など体力の弱い人たちの集団に
発生しており、症状も NVやロタウイルスよりも軽いとされる２８，２９）。ASVの抗体
保有率の調査で、100％の人が抗体を持っているという結果より、ASV が遍在して
いるウイルスで、通常は病原体として機能しない可能性が考えられる３１）。5歳以下
の子供の胃腸炎を調査した報告によると、ASVが NVやロタウイルスなど、他のウ
イルスとの混合感染として検出される率は高い６１，６２）。NVと ASVが同時に検出さ
れる集団発生事例は、東京都においても、一年に２，３例発生している。 
 
 
3’ORF1 5’ORF2
Minato-14
Neustrelitze
GⅡ1  
GⅡ6  
GⅡ9  
99 (99) 75 (86)
93 (98)
70 (80)
84 (97)69 (79)
74 (84)
95 (100)
 
図 17 Minato-14 の naturally occurred recombination の可能性 
 
 
NVは遺伝子の多様性が大きいので、プライマーのミスマッチにより NV遺伝子が
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検出できないケースは十分考えられる。NVの分子疫学の報告によれば、集団発生の
約１％は未知の新しい遺伝子配列を持つ NV によるとされている。東京都の検査結
果から、プライマーのミスマッチにより NV 遺伝子が検出できない集団発生が起き
る割合はもう少し高いと考えられる。一方、ASV は ELISA 法が開発されており、
NV遺伝子が検出できない状態で ELISA法や電子顕微鏡で ASV が検出され、ASV
による集団発生と誤って判断される場合もある。本事例は、当初 ASVが電子顕微鏡
で観察されたことから、ASVによる集団発生と判断され、後に NVが検出されたと
いう経過がある。 
この研究で、閉鎖空間で起きた集団発生の NV 遺伝子サブタイプの分類を、シー
ケンスと SSCP 法で行った。SSCP 法によるウイルスの多様性は、C 型肝炎ウイル
ス(HCV)、ネコ科のコロナウイルス(FCoV)６６）、およびいくつかの植物ウイルスなど
で報告６７）があり、シーケンスと SSCP 法を組み合わせは多様性の検出に有効であ
る。検出された NV 遺伝子をシーケンスした結果、通常は単一のサブタイプが検出
されるのに対して、本事例では、GⅡ/1 が 1 件、GⅡ/４が 1 件、GⅡ/5 が 8 件、新
サブタイプの１件と多種類のNVサブタイプが検出された。さらに、Minato14株は、
ORF1 側が GⅡ/6、ORF2 側が GⅡ/1 の、ORF１と ORF2 の接合部での組換え体の
一つであった。しかし、No.14は集団発生第１集団の発症者なので、Minato14株は
感染源に最初から含まれていて、集団発生の経過中に組換えが起きた結果ではない
と考えた。   
Minato６株はSSCP法ではパターンＡとなり、同じパターンAとなった６件（No.3、
8、9、13、17、31）とも塩基配列はまったく同一であった。この株もまた、ORF1
の塩基配列は GⅡ/5とホモロジーが高いが、ORF2では GⅡ/5 よりも GⅡ/1、ある
いは GⅡ/10 と高いホモロジーがあったことから、組換え体の一つである可能性が
ある。乗員は初発時刻から２４時間以内のグループ（集団発生第１集団）に５人、
集団発生第２集団と無症状者群に１人ずつで、この株は発症時刻にかかわらず全く
同一のシーケンスとなったので、感染源に最初から含まれており、集団発生の経過
中に変異も示さなかったと結論した。本事例の感染源は当初から多数の NV を含ん
でいたと考えられる。 
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図 18 本事例で考えられたノロウイルスとアストロウイルスの多様性の 
メカニズム 
 
 
NVの多様性は遺伝子変異が容易に起きることによるが、変異のメカニズムの一つ
が組換えである。組換えは遺伝子上において 2 つの離れたゲノムが互いに入れ替わ
るプロセスで起こり、NV 遺伝子では ORF１と ORF2の接合領域における組換え体
が多い。NV の組換え体の出現については、GenBankに登録された NV遺伝子をレ
トロスペクティブに検索した報告と、散発発生例からの検出例以外になく、集団発
生で NV組換え体が検出されたのは、本事例が最初である。 
SSCP法でパターンＣ、Ｄとなった乗員 No.15と No.25の NVのＰＣＲ産物は、
ＰＣＲ産物の量が少なくシーケンスができなかった。しかし、SSCP パターンがシ
ーケンスが得られたパターン A、B、Eと異なることから、パターン A、B、Eのサ
ブタイプよりもさらに異なる塩基配列の NV があると考えられる。パターンＦはＰ
ＣＲ産物が混合物であった可能性がある。このように、ＰＣＲ産物の量が少ないサ
ンプルや、ＰＣＲ産物が混合物である場合に、SSCP 法で多様性を検出することが
できた。SSCP 法は 300bp 以上の長い配列では配列の違いを検出できない場合があ
る６９）。図 14（ｂ）に示した 3’-ORF1のＰＣＲ産物は LVNV82/F1R1により増幅し
たもので長さが 830-bpなので、変異が検出できなかった可能性がある。SSCP法に
適用する前に、PCR産物を制限酵素などにより小断片にする方法が必要であると考
えられた。 
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図 18,19に NVと ASVのウイルス遺伝子変異のメカニズムとして、今回の研究か
ら考えられたスキームを表した。感染源は多種類のウイルスを含んでいる。発症の
早い群は感染源の暴露量が多く多種類のウイルスを排出したと考えられる。同じく
遅い群は暴露量が少ないので、いずれか一種のウイルスを排出したと考えられる。
ASVについては、生体内でナンセンス変異を起こしやすいと考えられる。おそらく
ウイルス増殖機構が ASVと NVでは異なり、このことは細胞培養のしやすさとも関
係した機構の可能性がある。NVの組換え体は、感染源に元々あったものか、事例の
一連の経過中に発生したかどうかは不明である。組換えが起こるには、一つの細胞
に２種類のウイルスが感染する必要がある。本論の第１章で、NVは不顕性感染者が
20％いるということを示し、長期間 NV を排出した事例の結果を示したが、NV を
保持したままの細胞に別の NVが感染した時、組換えが起きると考えられる。 
Gallimore らは病院での胃腸炎集団発生で、不顕性感染者から検出された NV が
小さい変異を示したことを報告２３）している。NV は感染力が強く、10 個から 100
個の少量で感染するので、NVの感染に不顕性感染者の役割は大きく、本研究の対象
事例も、不顕性感染者が関与していたと考えられる。特定は出来なかったが、集団
発生群の１週間前の 2名の先行発症群、あるいは同時期の不顕性感染者のNVとASV
が、特殊な閉鎖空間であったために、通常と異なる高い変異と混在を示して、集団
発生の感染源を形成した可能性は高い。 
 
F
NV
b
a
d
c
B
DG
A
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E
ASV
組換え
組換え体
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
先行発症群
　　2 名
感染源
37名の
20%
　= 7名
 
図 19  多様なウイルスの混在となった感染源のでき方 
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本研究は航海船という厳密な閉鎖空間で発生した集団事例である。閉鎖空間での
遺伝子変異について、Nilsonらは NVに持続感染している免疫不全症患者から検出
されたNV が、capsid領域においてアミノ酸変異が蓄積していたことを報告２４）し、
Jones らは閉鎖系で飼育された 1 頭のウシの下痢症ウイルスの遺伝子が
quasispecies（準亜種）を形成していることを報告している６８）。また、Radford ら
はネコカリシウイルスが、培養細胞と慢性感染ネコの両条件で類似の quasispecies
を形成していることを示した６９）。鋭敏な検出法を開発して微量の NVを検出できる
ようになれば、病院や施設など閉鎖空間に準じる場所での胃腸炎で、さらに多くの
NV変異体が検出できるようになると考えられる。この変異が蓄積して quasispecies
を形成していると考えられる NVワールドの全貌を明らかにしていくことは、NVの
増殖機構の解明の手がかりとなると期待される。 
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第３節 実験の部 
 
材料の項 
 
１） 試薬・器材 
表 16 第２章で使用した試薬・器材 
電子顕微鏡 リンタングステン酸 日新EM 
ELISA法 IDEIA™ Astrovirus DAKO社 
SSCP法 Gene Gel Clean SSCP Gel アマーシャムバイオサイエンス 
 ＤＮＡ銀染色キット アマーシャムバイオサイエンス 
 Xylene cyanol BIO-RAD 
Brome Phenol Blue BIO-RAD  
 ホルムアミド BIO-RAD 
 
 
方法の項 
 
１）調査対象 
 1999 年 10 月７日、東京湾の測量の目的で３週間の航海に出た船の上で発生した
急性胃腸炎の集団発生を対象とし、10 月 28 日の帰港後、聞き取り調査と検体の回
収が行われた。 
 
２） 電子顕微鏡によるウイルス粒子の検索 
糞便中のウイルス粒子の検索を目的として透過型電子顕微鏡（TEM）による観察
を行った． すなわち，患者糞便試料を 2 回の高速遠心と超遠心操作で濃縮し，3％
リンタングステン酸溶液でネガティブ染色後，TEM (HITACHI-700)を用いて
40,000 倍で鏡検した． 
 
３）アストロウイルスの ELISA法 
 DAKO 社の IDEIA™ Astrovirus を用いて糞便中のＡＳＶを測定した。方法はマ
ニュアルにしたがった。 
 
４）アストロウイルスの RT-PCR 法 
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 ASV のｃDNA合成、RT-PCR 法は第１章に示した NVの RT-PCR 法と同様に
行った。RT-PCR のプライマーは表 17 に示した通りで、伸長用プライマーとして、
AST-ENDを用いた。 
 
表 17 アストロウイルスのプライマ  ー
標的領域 名称 塩基配列 (5'→3') 極性
RT-primer AST-END TCC TAC TCG GCG TGG CCG C (-)
1st PCR AST5 TCACCA ATG GAA GGC GGC TT (+)
AST-END TCC TAC TCG GCG TGG CCG C (-)
2nd PCR AST5 TCACCA ATG GAA GGC GGC TT (+)
   (3'-ORF1) AST6 GGA GTG ATT CAA GAT CAG GT (-)
2nd PCR Mon244 GGT GTC ACA GGA CCA AAA CC (+)
   (5'-ORF2) Mon245 TTA GTG AGC CAC CAG CCA TC (-)
2nd PCR AC4 GAC GAA GCG GAC AGG TTT GA (+)
   (3'-ORF2) AST-END TCC TAC TCG GCG TGG CCG C (-)
IUB CODES
   R ＝ A or G H ＝ A or C or T
   Y ＝ C or T N ＝ any base  
 
 
５）SSCP法 
 増幅後のPCR産物を SSCP バッファー（95% ホルムアミド-0.25%ブロムフェノ
ールブルー-0.25%キシレンシアノール）で 10 倍に希釈し、94℃５分加熱して一本
鎖とし、氷中で急冷した後、4μl をゲルにアプライした。ゲルは Gene Gel Clean 
SSCP Gel（アマーシャムバイオサイエンス）を用いて、ゲルの染色はＤＮＡ銀染色
キット（アマーシャムバイオサイエンス）を用いて、マニュアルにしたがった。 
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ウイルス性急性胃腸炎の主な原因物質として、ノロウイルス（NV）、ロタウイル
ス、およびアストロウイルス（ASV）の 3 種があげられる。このうち NV は最も発
生頻度が高く、少量でヒトの空腸上皮細胞に感染して増殖し、糞便と共に生活環境
中に排出され、水や食品などの環境を汚染するという感染循環が成立している。症
状は、吐き気・嘔吐・腹痛・下痢・発熱などの一般的な食中毒症状を示す。NVは感
染性胃腸炎の第 1 位を占める病因物質であるが、簡易な検査法がないこと、患者数
が非常に多いが軽症であることなどの理由から、診療機関で患者数の把握が出来ず、
NV感染症の実態は不明の部分が多い。そこで、東京都感染症発生動向調査結果と厚
生労働省発表の全国患者調査東京都集計結果報告の統計値を用いてピーク時及び年
間の患者数を推計計算した結果、NV 感染症ピーク時である第 51週の東京都内の患
者推定数は約 73,000人で、160人に 1人が罹患していたと計算された。また、同様
の計算法で全国の推定患者数を計算すると年間 1,800万人となり、NVによる健康被
害が大規模であることが明らかになった。 
NV 検査は RT-PCR 法の導入で飛躍的に向上しており、非細菌性の急性胃腸炎集
団事例の多くが NV によるもので、12 月から 3 月に集中している。NVの検出率は
発症者で 48%、非発症者は 20%で、調理従事者は 9%となり、不顕性感染者が 5 人
に 1 人の割合で存在することが明らかになった。また、NV が検出された調理従事
者の NV の消長を、TaqMan プローブを用いたリアルタイム PCR 定量法で測定し
た結果、発生 4日後に糞便 1ｇあたり 7×10８個が、 7日後に 2×10５、 12日後に 5
×10４、 25 日後に 1600 個という結果が得られ、３週間後においても感染源になる
可能性がある。不顕性感染者が感染に果たす役割は大きいと結論した。 
NV の遺伝子はゲノム長 7.3～8.3kb の一本鎖のプラス鎖 RNA で、３つの open 
reading frame(ORF) が存在している。遺伝子は２つのゲノムタイプ（G１群と G２
群）に分類され、G１群は 14、G２群は 17 以上のサブタイプが存在している。NV
が検出された急性胃腸炎集団発生事例の中で疫学データーが得られた 61 事例 68 株
を用いて、シーズンごとに特定の NV サブタイプの流行があるかどうかについて検
討した。NV遺伝子のポリメラーゼ領域の 3’側末端とキャプシド領域 5’側末端を
含む領域(612 塩基)について RT-PCR を行い、 PCR 産物についてダイレクトシー
ケンス法で塩基配列を決定した結果、68株中最も多いサブタイプは、 GⅡ/1 (31%)
であり、次いで GⅡ/4 (22%)、 GⅡ/6 (16%)、 GⅡ/3 (15%)の順となった。しかしこ
れらのサブタイプの出現頻度と発生時期、規模、場所、潜伏時間、及び原因食品の
各種要因との相関性は認められず、NVの胃腸炎集団発生は特定のサブタイプの流行
で出現したものではなかったことが明らかになり、 NV の遺伝子変化が感染力や病
原性に及ぼす影響は少ないと考えられた。 
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一方、アストロウイルス（ASV）は小児の胃腸炎で多く検出され、主要臨床症状
は下痢および嘔吐であり、臨床症状から他のウイルス性胃腸炎と区別することは困
難である。NV よりも症状が軽いとされ、流行状況や病原性に関する報告は少ない。
今回、NVが検出された集団発生事例の標本を用いて、ASV遺伝子を RT-PCR法に
より増幅して ASVのバックグランドの検出率を検討した結果、914件中 159件(17%)
から ASV遺伝子が検出され、環境中に ASVが遍在していることが明らかになった。
しかし、NVの検出率は 57%であり、ASV の病原性は NVに比べると低い可能性が
考えられた。病院、老人施設、保育園、小学校の各発生場所別の ASV検出率はそれ
ぞれ 38%、18%、17％、13％となり病院内の NV集団発生事例で検出率が高いこと
が認められた。 
1999年 10月、東京湾近海で測量していた乗員 37名の航海船より急性胃腸炎の集
団発生が報告され、検査の結果、NVと ASV の両ウイルスが発症者と無症状者の便
中に検出された。NVは RT-PCR法で 18名から検出され、そのうち 3名は無症状で
あった。ASV は RT-PCR 法で 14 名検出された。飲料水と食料に大腸菌が検出され
たが、乗員の便中および船内のふき取り標本には細菌は検出されなかった。食品の
ウイルス検査は検体量が少ないので実施できなかった。 
遺伝子解析の結果、NV は GⅡ/1、GⅡ/４、 GⅡ/5 に属する 3 種類の NV サブタ
イプが検出された。NV の遺伝子が多種類であることは SSCP 法でも確認した。ま
た、NV の 1 株は GⅡ/6 と GⅡ/1 の ORF１と ORF2 の接合領域における遺伝子組
み換え体であった。ASV は ORF1の３’側、ORF2の５’側と３’側の計３領域につい
てシーケンスを実施した結果、血清型 1と血清型 2の ASVが検出され、多様性が認
められたが、ナンセンス変異であった。シーケンスと SSCP 法により、閉鎖空間に
おける多種類のウイルス遺伝子の検出と組換え体の検出を検出したことは、細胞培
養で増殖が出来ない NVの感染様式と、RNAウイルスの遺伝子変異のメカニズム解
明に重要な手がかりを与えた。 
ウイルス検査は遺伝子検査法の導入で飛躍的に向上したが，ウイルス感染症の実
態については不明の部分が多い．本研究は、NVと ASVによる胃腸炎について、感
染像を分子疫学的に検討し、変異と組換えメカニズムにより、高い多様性を示す
RNAウイルスの、遺伝子変異のメカニズム解明に重要な手がかりを与えた。これら
の知見は、検査法の開発やワクチンなどの開発、未知の新ウイルス感染症の診断に
も有用な情報を提供するものと考える。 
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